Actomyosin 溶液の粘度及びその ATP 降下に対する Pyrophosphate の影響 by 森沢 峯夫
札幌蛸壷　〃（2／3），93～98（1957）
’一Actomyosin溶液の粘度及びそのATP降．ｺ
　　　　　　に対する’1’yrophospha七eの影響
　　　　　　森　沢　峯
札幌医科大学生理学教室
公論医科大学口腔外科学教室
夫
（主任　永井教授）
（主任　金森教授〉
The　Effect　of　Pyrophosphate　on七he　Viscosity　of
　Actomyosin　Solution　and　lts　ATP　Response
　　　　　　　　　　　　　　　By
　　　　　　　　　　　M．INEo　MoRlsAwA
　　DepαrtmentげPhysiology　（0んぜげ：Pγげ．　T．　NAGAI）
Department　of　Oral　S’tsrgery　（Chief：　1’Tof　T．　KANAMom）
　　　　　　　　　Sapporo　Medical　College
　　The　author　reported　previously　that　the　viscosity　of　actomyosin　（AM）　solution，　at　OOC，．　dropped　b．y
addi’ng　pyrophosphate，　and　that　this　tendency　was　aceelerated　b．y　adding　Mg”，　while　Ca一　had　little　effec’t．
　　In　this　report，　the　eff’ect　of　p．yrophosphate　on　the　viscosi七y　of　AM：solution　and　i七s　ATP　response
was　studied　at　25eC．　The　viscosity　of　AM　solution　did　not　deerease　by　adding　pyrophosphate，　exeept　in
the　ease　of　Mgi’　addition　However，　ATP　response　of　the　viscosity　of　AM　solution　was　inhibited　in　the
presence　of　pyrophosphate，　and　this　inhibitovy　eff’ect　decreased　by　adding　MgH，　while　Ca’トhad　no　eft’ect．
　　Then，　from　the　results　rnen’tioned　above，　the　meehanism　of　the　eombination　of　ATP　and／or　pyrophos－
phate　with　AM　was　discussed．
　筋蛋白であるactomyosin（以下AMと略す。）とaden－
osinetriphosphaヒe（以下ATPと略す。）との反応について
は従来から多くの研究が行なわれている。しかも筋収縮の
最も基本的なmodelとして，低塩濃度下におけ超沈澱現
象とともに，　0．6MKCI下の粘度変化はAMとATPとの
相互反応，及びAMの解離ないしは物理的変化の面から種
々討検が加えられている。
　しかしてAMの粘度降下は，　glycerol筋の弛緩面に対
応せしめられり，単にATPによるのみならず温度変化2）一’　「、，
K：Cl濃度変化6）・7），或いは諸種のagentS）｝11）によって惹起
されることは幾多の先人の業績によって明らかである。ま
たこれら多くの研究はAMの解離或いは結合機溝解明の
目的をもつてなされたものである。従来AMの解離或いは
結合機構としては，Szent－Gy6r畠yi等f9）・13塑こよる静電説，
Bailey＆Perry等H）によるSH基説，　Bozler15），　Botts
＆Morales等1（1）による水雍結合説等がある。永井17）はこ
れらのうち静篭結合が主役をなすものであろうと述べてい
る。
　またDainty等19）は，　AM溶液の流動複屈折の面から
A．TP効果を検討し，　pyrophosphateはATP効果に対し
て影響がなかったことを報告している。
著者は上述の面から，前報ゆにおいて，A瓢溶液粘度に
93
及ぼすpyrophosphate及びsalyrganの影響を低温0℃
下に詳細に検討して，両者とともにAM溶液の粘度を減少
せしめる事実を報告した。
　そこで，本報においては，さらに常温25℃下にpyro－
phosphateのAM溶液粘度に対する効果及びATPによる
AM溶液粘度降下に対する影響について詳細に検討した結
果，AMとATPまたはpyrophosphateとの結合機構に
関していささか知見を得たので報告する。
実験方法
　A）実験材料：AM溶液はA．　SzentGy6rgyiの方
法’2）により家兎油凪筋より抽出し，Edsallの方V11：1）に従
って2回洗嫁したものを貯臓原液とした。
　B）粘度測定法：最初AM溶液4．5～4．7　ccをOstward
型粘度計にとり，25℃で流出時問を30秒前後になる様原
液を稀釈言11：、i冷した。その後各試薬をO，2～0．4　cc宛添加し
て測定定を繰り返した。また最後：にATPを0．1　cc宛添加
してさらに測定した。その結果総庁［1は5．2　ccとなり，　i蛋白
終濃度は2，7～2．8mg／ccとなった。なお対照として，各試
薬の代り 0．6MKCIを各試薬と等：星宛添加した。実験を
通じて同一粘度計を使用し，実駈温度は25DCとした。
　C｝威績の表現＝最初のA1近溶液のみの流出時間の安
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定したものをユ00とし，これに対する各粘度を百分率であ
らわした。
　D）試薬：
　1）ATPは当教室で得たBa塩をK塩として，2×10－2，
10－2，8×10一：s，6×IO－3，4×IO一：i，2×　10『：1　Mとして調
整したものを使用した。従って，終濃度は，3．84x10－4，
1．92×10－4，　1．53×10－4，　1．lsxIO一‘i，　7．69×10－5，　3．84×
10－SMとなった。
　2＞pyrophosphate，・MgC12及びCaChは何れもO．6　M
KCI加水溶液とし，　pH　7．0に補正した。　pyrophosphateは
終濃度10－4～10『L’　M，MgC12及びCaClzは10　一　o「，　IO－4，
10『：Mとなるように調整したものを使用した。
実駿成績
　1）AM溶液粘度に対するpyropbosphate影響
　Fig．1，2，に示す如く，250cにおいては，　pyrophos－
phateによるAM溶液の粘度降下は認められなかった。即
ち，Fig。1は一定濃度（■92×10－4W【）のATPによる粘度
降下を100とし，対照を0として，各降下率をその百分率
で示したものである。これで明かなる如く，pyrophos－
phateのみでは降下を示さなかったが，　Mg’トの添加によ
って両者の濃度に比例して粘度は減少した。これに反して
Ca”は影響がなく，　pyrophosphateのみの触合と同様に
AM溶液は粘度降下を示さなかった。
　2）ATPによるAM溶液の粘度降下に対する
　　　pyrophosphateの影響
　Fig．2に示す如く，1．92×10－4　MのATPによる粘度降
下は10－9Mのpyrophosphateの存在によって何等の変
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o一（）　AM－KCI一一KCI－ATP
A－A　AM－pyro．　（10L”M）一KCI－ATP
e一一．　AM－pyro．　（5×10一“M）一一KCI－ATP
z一一一ll　AM一一pyro．　（10’ii　M）一KCI－ATP
A一一一A　AM一一pyro．　（2．5×10一：‘M）一KCI－ATP
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The　etr’eet　of　pyrophosphate　on　the　viscosity　of　AM　solution　at　25eC．
　　R－1　AM－pyro．　（5×10H3M）一KCI－ATP
　　×一x　AM－pyro．（10－Z　M）一KCI－ATP
　　　（　）：　Final　cone．
ATPfinal　eonc．：　1．92×10－4　M
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化も受けないが，さらにpyrophosphateの濃度が増加す
ることにより粘度降下は阻害された。今ATPのみによる
粘度降下を0とし，等量の0．6MKCI溶添加による粘度降
下を100として各粘度降下をその百分率であらわした阻害
曲線をFig．3に示す。即ち阻害率E％は次の式であらわ
される。
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　Fig．3．　　The　degree　of　the　inhibition　by　pyro．
　　on　the　viseQsity　dvop　of　A．M　solution　caused
　　　　　by　ATP（1．92　x　10－4］MD　at　25℃。
　　100％：　No　viscosity　drop．
　　　0％：　％of　viscosity　drop　by　only　ATP．
　　　G一一〇　　Pyro．　only
　　　a一△＋Ca“ト（10－4　M）
　　　●一●　十Mg什（10－5　M）
　　　◎一一◎　＋Mg“卜（10－4　M）
　図で明かなる如く，pyrophosphateの濃度増加によっ
て，ATPによる粘度降下に対する阻害は増大し，　pyro－
phosphateの濃度10－2　Mの存在で大凡80％の阻害を示
した。なお50％の阻害を示したpyrophosphateの濃度
は約2×10－3Mであり，その時のpyrophosphateとATP
との濃度比は約10：1であった。さらに，pyrophosphate
の濃度を一定（10－2　M）としてATP濃度を変化させた実験
結果をFig．4に示す。これは3．84×10司MATP添加によ
る粘度降下を100とし，当量の0．6MKCI液添加による粘
度降下を0として，各粘度降下をその百分率であらわした
ものである。即ちpyrophospha七日目存在によってATP
単独の場合と同程度の粘度降下をもたらすためにはより高
濃度のATPを必要とした。　これはpyrophosphateが，
ATPによる粘度降下を阻瞥し且つ両者は競争的に作用し
ていることをあらわす。そして3．84×10『5MATPの場合
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　Fig・4・　　The　degree　of七he　viscosity　drop　of
　　AM　solution　b．y　ATP　only　or　ATP　added
　　　　　　　pyro．　（10－2　M）　at　2seC．
100％：　％　of　viseosity　dbop　by　ATP　（384×10一”　M）．
　O％；　No　viseosity　drop．
　o－o　ATP　only
　．md　十Pyro．　（10H2　M）
は殆ど100％阻害された。
　Mg＋ト共存下にpyrophosphateによるATP降下の阻害
は除去された。即ちFig．3に示す如く，　M虻濃度10→，
10－5Mの存在によって，同一阻害度を示すpyrophos・
phateの濃度はMg廿濃度に比例して高濃度側に移行され
た。　これはMg＋トの存在によって阻害効果の減少を示すも
のである。
　これに反してCa＋トの共存はpyrophospha七e単独による
阻害率と殆ど変化はなく，従ってCa｛＋の影響は認められ
なかった。
総括及び考按
　以上の笑験成績を総括すると衣の如くになる。即ち常温
25。Cにおいては
　1）AM溶液の粘度はpyrophosphateによって変化せ
ず，Mg’＋の共存によって始めて低下した。　これに反して
Ca什の存在は影響を示さなかった。
　2）一定濃度のATPによるAM溶液の粘度降下は，
pyrophosphateの濃度に比例して阻害された。
　3）この阻害はMgトトの共存によって除去された。これ
に反してCa’tの共存は阻害度に変化を来たさなかった。
　　ら　4）一定濃度のpyrophosphateはAM溶液のATPに
よる粘度降下一ATP濃度の関係曲線をATPの高濃度側に
移行せしめた。
　上述の如き成績から，以下いささか考擦を巡らしてみる。
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　1）AM溶液粘度に対するpyrophosphateの影響
　先に，Mommaertss）は終濃度5×10一（Mのpyrophos－
phateによるAM溶液の粘度変化を検討して，　JV〈の如き結
果を得た。即ち常温では影響がなく，反応温度を0℃にす
るか，または常温でもMgitを添加することによって始め
て粘度減少を示すとした。このことについては石塚9）も同
様な知見を報告・している。また著者は前帯ゆにおいて低温
0℃下に種々の濃度のpyrophosphateを用いて詳細な実
験を行なった。即ち0℃では5×10－5M以上のpyrophos－
phateの添加によって著明な粘度減少を示し，さらにMg什
の添加によって粘度降下の程度及び速度はともに促進され
た。これに反してCai“の添加ではpyrophosphateによる
粘度滅少は殆んび影響されなかった。さらに常温25℃で
はFig．1に示す如く，　pyrophosphateのみでは全く粘度
変化を示さなかったが，Mg“÷の共存によって両者の濃度
に比例して粘度は滅少した。しかるlzz　Ca’＋の共存は全く
影響・なく粘度降下は示さなかった。
　一方，教室の若狭20）はAM溶液に対する各種saltの溶
解性を検討して，pyrophosphateのAMに対する溶解性
は著明である事を報告した。
　またさらにglycerol筋に二おいても，丸しLi21），藤田22）は
一定荷重下にglycerol筋はpyrophosphateで伸展する
ことを認めた。さらに藤田22）はこのpyrophosphateによ
るglycerol筋の伸展はMg＋Fの共存で促進され，　Ca“トの
共存下では影響されなかったと幸附している。
　以上の成績は何れもAMの物理的変化に対してpyro－
phosphateが影響をもち，し・かもその影響はMg1＋共存下
に促進されることを示している。AM溶液の粘度降下がた
だ単にATPによるのみならず，各種agentで惹起される
ことはよく知られているところである。pyrophOSPhateに
よる粘度降下の現象は，pyrophosphateが4価のanion
として吸着し，その結果負のnet－changeの増強によるた
めであると説明されている。しかも0℃またはMg”の添
加によって粘度械少が促進される’事実から，pyrophos・
phateはAMと低温下に大きい親和性を有するか，または
Mg什がpyrophosphateの結合を丁丁ならしめると考えら
れる。これに反してCげの存在は影響がなかった事実か
ら，Ca廿は粘度降下をもたらすようなp．yrophosphateの
結合には影響をもたないと思われる。
　2）ATPによるAM溶液の粘度隆下に
　　　対するpyrophosphateの影響
　先にDainty等18）はAM溶液の流動複屈折が粘度変化
と大体平行するとして，0．03皿ATPによる流動複屈折効
果えの0．15の各種燐酸化合物即ち，inorganic　orthoph－
osphate，　pyrophosphate，　metaphosphate，　hexameta一
phosphate，　diphenylpyrophosphate，　adenylye　aeid，
inorganic　triphosphate，及びadenosinediphosphate
（ADP）の影響を検討した。そしてこれらのうちinorganic
triphosphateとADPのみがATP効果を抑制したが，他は
影響を与えなかったと報告している。しかしながらAM溶
液の粘度変化の面からは，未だ上述の如きpyrophosphate
存在下のATP効果を検討した業績には接していない。
　またこのADPとinorganic　triphosphateのAMに対
するATP効果の阻害に関連して，　Engelhardt23）はATP
とtriphosphate或いはADPがAMに対してともに同一
groupに結合する結果惹起される競争作用のためであると
主張している。さらに氏はA班に対するADPの親和性は
ATPの1／4であると述べている。しかしながら，　ATP，
ADP或いはinorganic　triphosphateとAMとの結合機
構に関しては何等言及されていない。
　さらにまたSH阻害剤であるPCMB，　iodine，　iodoace－
ta七e等を用いてAT？一aseとAM形成能を抑制して，その
結果からmyosinがac七inを結合する点はSH基であり，
この点に関してactinとATP及び？CMB等のagentが
競争するとしたBailey等T4）のSH基説がある。しかしこ
れについては未だ議論の余地がある12）・24）。
　　しかるに著者の威績で種々の濃度のpyrophosphateの
存在下の一定ATP（1．92×10－4M）による粘度降下（Fig．　2，
3）でも，一定濃度のpyrophospha七e存在下の種々の濃度
のATPによる粘度降下（Fig．4）でも阻害されていること
がわかる。しかもFig．3で明らかな如く50％阻害におけ
るpyrophosphateとATPとの濃度比は10：1である。
さらに使用したATP濃度は低い（L92　x　10－4M）。故に
pyrophosphateがATP　i効果に影響をも．たなかったDain－
ty等の成績では，各種agentの濃度に比してATP濃度
が余りに大に過ぎたためと思われる。
　他方，AM－ATPase活性に関して考慮すると教室の村
中25）は，pH　7．0，0．6　M　KCI下においてAM－ATPaseの活
、性に対するpyrophosphateの影響を検討して家の如き’結
果を得た。
　　1）pyrophosphateは至適濃度を5x10一：］　Mとして
ATP分解を促進するD但しさらに濃度が増加すると明ら
かに阻害する。
　　2）MgH＋またはCa”の存在下にもpyrophosphateの
低濃度側においてATP分解は促進される。
　　3／Mgi＋の存在によってpyrophosphateのATPase活
性に対する至適濃度が高濃度側に移行する。
　AM溶液のATPによる粘度変化では，　ATPの分解の抑
制または促進はspliCting　timeは長短によって示される。
著者の威績ではFig．2に見る如く，対照において己に
11巻2／3号 森沢一ActomyosinとPyropbosphate 97
splitting　timeが殆んどなく，従ってこの点に関しては本
実験からは言及し得ない。
　また内田等L■6）は低塩濃度下のA腋において，低濃度
Mg”の存在に．よって，　pyrophosphateによるATPase抑
制効果が消失する事を観察している。
　さらva　Mg”の影響に関して，湯田坂27）は0．　I　M　K：Cl濃
度以上のAMにおいては，　Mg｛＋の存在によって，　ATPase
は抑制されるが，その濃度以下ではかえって促進されると
報告している。
　さらにまたAMのbound　Mgに関して，　A．　SzentGy6－
rgyii2）はMgもCaも当然myosinに結合するとして，
Mg　myosinate，　Ca　myosinateと称している。変霜雪8）は
G－actinをATP液で透折すると重合力を失なうが，】皿gC12
の添加によって恢古すると報告している。またBozler29）
はglycerol筋をpyrophosphateで十分洗｝條すると伸展
がみられなくなるが，さらva　Mga＋の添加によって再び伸
展をみることを報告幽している。著者の成績でもFig．3に
見る如く，Mg”の添加によってpyrophosphateによる
ATP降下の阻害は除去されている。
　以上の諸事実より，ATPに比して親和性は小さいとは
いえ，pyrophospha七eもATPもともにMg”を介して，
AMと結合しその結果AMに解離ないし物理的変化をもた、
らすものと考えられる。そしてこの結合点に．対して両者は
競争するものと思われる。換言すればATPもpyrophos－
phate．もともにbound　Mgを介してAMと結合する。ま
た予めpyrophosphateを添加することによって，　AMの
bound　MgはblockされてATPのAMえの結合を阻害す
るものと考えられる。
　またMg”の添加によって，　pyrophosphateによるATP
効果の阻害が除去された（Fig．3＞。　これは新たに添加され
たMg”を介して，　ATPとAMとの結合が促進されるため
か，またはbound　Mgと結合しているpyrophosphateが
除去されたためと考えられる。
　何れにしても，A］IP及びpyrophospha七eの如き’燐酸化
合物とAMとの結合はMg”を介して行なわれると解する
のが妥当と思われる。
　これに反してCa＋「は，　A皿溶液粘度に対するpyroph（ms－
phateの作用に対しても（Fig。1），　ATP降下に対するpy－
rophosphateの阻害現象（Fig．3）に対しても影響を示さな
かった。さらにATPase活性に対してWeber3，）はchela－
ting　agentによりAMの痕跡のCa’＋を除去すればATP・
ase活性が失われ，これにCa什を添加すればATPase活
性が恢復すると報告している。また湯田坂26）はCai＋を添
加することによってATPase活性が増強されることを指
摘した。　これらのことからCai＋はAMのかかる物理的変
化に対しては大きい役割をもたないで，これを介して行な
われる結合はATP分解に対して亘要な意昧を有するもの
であろうと推察する。
要
?
　家兎骨二筋AM溶液の粘度及びATPによる粘度降下に
対するpyrophosphateの影響を，25℃下に検討して，次
の如き結果を得た。
　1）pyrophosphateのみの添加では粘度降下を示さな
かったが，Mg←トの共存によって始めて粘度降下を示した。
しかしCai＋は影響を与えなかった。
　2）ATPによる粘度降下をpyrophosphateは阻害し
た。しかしながらこの阻害はMg”の添加によって除去さ
れた。これに反してCa”＋を添加しても阻害現象に影響を
与えなかった。
　3）以上の成績から，ATP及びpyrophosphateとAM
との結合機溝に関して考察した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和31．1．　31受付）
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